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摘要 :【 目 的] 探 完 细胞 色素 P450 基因 AsCYP6Z2 是 否 与 中 华 按 明 Anopheles sinensis HAM k BB 
BK, [J>] TBP LER 48CYP6Z2 基因 的 编码 区 。 采 用 实时 定量 PCR (real-time quantitative 
PCR, qPCR ) 检 测 该 基因 在 中 华 按 虹 省 氰 莘 醋 敏感 品系 (WX-LS) 和 抗 性 品系 (YN-LR ) JHE A A 
育 阶 段 的 表达 和 在 敏感 品系 只 肾 不 同 组 织 中 的 表达 。 具 肾 腹 部 后 端 分 别 在 25 mg/mL i£ $035 HSE 
液 和 纯 丙 酮 溶液 (对 照 ) 中 体外 培养 后 ,采用 qPCR 检测 AsCYP6Z2 在 省 氛 菊 醋 处 理 组 和 丙酮 对 有 照 
组 中 的 表达 差异 。 于 化 晴 后 10 h 分 别 注射 ds4sCYP6Z2(RNAi 22.) fe dsEGFP( 对照 组 ) ,采用 qPCR 
检测 AsCYP6Z2 在 RNAi 组 和 对 照 组 中 的 表达 差异 ;采用 生物 测定 方法 测定 RNAI 组 和 对 照 组 中 雌 
BIKE fik 0. 05 96; HUH BG 25 JE h 内 的 击 倒 率 及 只 成 蚊 接 触 0.0596 HEA BG 28 E h 并 恢复 24h 
时 的 死亡 率 。 通 过 分 子 对 接 预测 该 基因 与 澳 氰 菊 酯 相互 作用 的 氨基 酸 残 基 。【 结 果 】 克 隆 获得 了 
AsCYP6Z2 基因 (GenBank 登录 号 : MT840336 ) 的 编码 区 ,其 开放 阅读 框 (ORF) 长 1 251 bp, 编 码 
416 个 氨基 酸 ,无 信号 肽 和 跨 膜 结 构 域 。 发 育 表 达 谱 表明 ,4sCYP6Z2 基因 主要 在 化 肾 30 h £535 
3 h 期 间 高 表达 , 且 抗 性 品系 的 基因 表达 量 明显 高 于 敏感 品系 的 ;组 织 表达 谱 显 示 该 基因 在 腹部 后 
端的 表达 量 较 高 ,其 次 是 在 腹部 前 端 和 胸部 ,在 头 部 的 表达 量 最 低 。 雌 肾 腹 部 后 端 在 25 mg/mL 省 
和 握 莘 酯 溶液 中 培养 12h 和 24 后 ,处 理 组 中 AsCYP6Z2 的 表达 量 相 比 于 对 照 组 ( 纯 丙酮 培养 组 ) 分 
别 上 调 4 倍 和 13 44, RNAi 干扰 48CYP6Z2 后 ,RNAi 组 中 AsCYP6Z2 基因 的 表达 量 相 较 于 对 照 组 
(dsEGFP 注射 组 ) 下 调 了 约 80% , HE RIE f 0.0596 AH 8825 E 1 h 后 ,RNAi 组 中 的 个 体 比 对 
照 组 中 的 约 提 前 20 min 8 ILA E 85 ELBE, ELE 45] E 33 Tp BR 28 ; E x dc k 0. 05% HR 
358253 1 h 并 恢复 24 h 后 ,RNAi 组 中 的 个 体 死亡 率 相 比 对 照 组 增加 了 17% ,表明 沉默 
AsCYP6Z2 基因 导致 蚊虫 对 溴 氛 莘 酯 的 敏感 度 显 著 增 加 。 溴 氛 菊 酯 与 AsCYP6Z2 预测 蛋白 的 分 子 
对 接 研究 结果 显示 ,省 氰 菊 酯 可 以 进入 AsCYP6Z2 蛋白 的 结合 口袋 ,并 且 与 Cys-155 形成 Pi- 硫 相互 
作用 以 及 产生 较 稳 定 的 氢 键 , 侧 链 也 可 与 AsCYP6Z2 的 Ala-165, Val-72, Leu-76, Leu-82 和 Ala-24 
等 所 基 酸 残 基 形成 稳定 的 跤 水 相互 作用 网 络 。 【结论 】] 研究 结果 表明 ASCYPOZ2 基因 参与 中 华 按 蚊 
省 握 菊 酯 抗 性 表 型 的 维持 ,这 为 进一步 探究 该 基因 在 拟 除虫菊 酯 类 杀 虫 剂 代谢 过 程 中 的 分 子 机 理 
英 定 了 前 期 基础 。 
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HAN Bao-Zhu, CHE Lin-Rong, CHEN Xiao-Jie, YAN Zhen-Tian, QIAO Liang', CHEN Bin* 
(Institute of Entomology and Molecular Biology, Chongqing Normal University, Chongqing 401331 , China) 
Abstract: [ Aim] To investigate whether the cytochrome P450 gene AsCYP6Z2 is related to the 
pyrethroid resistance in Anopheles sinensis. [Methods] The coding region of the AsCYP6Z2 gene of An. 
sinensis was cloned. The expression profiles of this gene in different developmental stages of female 
mosquitoes of the deltamethrin-susceptible strain ( WX-LS) and resistant strain ( YN-LR) of An. sinensis 
and its expression profiles in different segments of female pupae of WX-LS were detected by real-time 
quantitative PCR (qPCR). The posterior segment of female pupal abdomen was incubated with 25 mg/ 
mL deltamethrin solution and acetone ( control) , respectively, and the consequent expression response of 
CYP6Z2 between the deltamethrin treatment group and the acetone control group was compared by qPCR. 
After injection with dsAsCYP6Z2 (the RNAi group) and dsEGFP (the control group) into the 10 h old 
pupa, the difference in the expression level of AsCYP6Z2 between the RNAi group and the control group 
was compared by qPCR, the knockout rate of female adults after exposure to 0.05% deltamethrin film in 
1 h and the mortality of female adults after exposure to 0.05% deltamethrin film for 1 h and then 
recovered for 24 h in the RNAi group and the control group were determined by bioassay method. 
Furthermore, the amino acid residues interacting with deltamethrin were predicted by using molecular 
docking. [Results] The coding region of AsCYP6Z2 gene (GenBank accession no.: MT840336 ) was 
cloned, and its ORF is 1 251 bp in length, encoding 416 amino acids without signal peptide and 
transmembrane domain. Developmental expression profiles revealed that AsCYP6Z2 gene was highly 
expressed in the period from 30 h old pupa to 3 h old adult, and its expression level in the resistant strain 
was significantly higher than that in the susceptible strain. Tissue expression profiles revealed that 
AsCYP6Z2 was highly expressed in the posterior segments of abdomen, followed by in the anterior 
segments of abdomen, throax and head. At 12 h and 24 h after incubation of the posterior segments of 
female pupal abdomen with 25 mg/mL deltamethrin solution, the expression level of AsCYP6Z2 increased 
by 4-fold and 13-fold as compared with the control (incubated with acetone) , respectively. After RNAi 
of AsCYP6Z2, the expression level of AsCYP6Z2 gene in the RNAi group decreased by about 80% 
compared with the control group ( dsEGFP injection group). When the female adults were exposed to 
0.05% deltamethrin film in 1 h, the individuals in the RNAi group showed significant knockdown 
phenomenon about 20 min in advance, and the knockdown rate was significantly higher than that in the 
control group. In addition, the mortality of individuals in the RNAi group after exposure to 0. 05% 
deltamethrin film for 1 h and then recovered for 24 h increased by 17% compared to the control group, 
indicating that silencing the AsCYP6Z2 gene results in a significant increase in mosquito sensitivity to 
deltamethrin. The molecular docking between deltamethrin and the predicted AsCYP6Z2 protein showed 
that deltamethrin can enter the binding pocket of AsCYP6Z2 protein, forming a Pi-sulfide interaction with 
Cys-155 and generating more stable hydrogen bonds. The side chain can also form a stable hydrophobic 
interaction network with Ala-165, Val-72, Leu-76, Leu-82, Ala-24 and other amino acid residues of 
AsCYP6Z2. [Conclusion] The results indicate that the AsCYP6Z2 gene is involved in maintaining the 
deltamethrin resistance phenotype of An. sinensis, laying a foundation for further exploring the molecular 
mechanism of AsCYP6Z2 gene in the metabolism of pyrethroid insecticides. 

Key words: Anopheles sinensis; deltamethrin resistance; cytochrome P450; AsCYP6Z2; induced 


expression; RNAi; molecular docking 





蚊虫 分 布 广 ,传播 多 种 烈性 疾病 ( 如 定 疾 、 登 2015) 。 在 媒介 蚊虫 的 防 控 方 面 , 杀 虫 剂 的 使 用 尤 
热 . 寨 卡 病毒 等 ) ,严重 威胁 人 们 健康 ( Enserink， ”为 普遍 。 其 中 , 拟 除 虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 因 高 效 低 毒 被 
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蚊虫 的 抗 药性 不 断 增强 ( 王 燕 红 等 , 2017) 。 收 虫 抗 
药性 表现 在 行为 方面 和 生理 方面 。 行为 上 ,蚊虫 回 
避 杀 虫 剂 ;生理 上 , 主要 包括 靶 标 位 点 突变 和 解毒 酶 
基因 的 过 量 表 达 代 谢 杀 虫 剂 等 (Brieke et al., 
2012) 。 代 谢 抗 性 主要 涉及 3 大 类 解毒 酶 :细胞 色素 
P450 氧化 酶 (cytochrome P450, P450) , $2 f FE jj 
( carboxylesterase, COE ) 和 和 谷 胱 上 甘 肽 -S$- 转 移 酶 
( glutathione S-transeferase, GST) ( Weill et al., 2003; 
Hemingway et al., 2004) , 其 中 ,细胞 色素 PASO 是 
蚊虫 体内 对 拟 除虫菊 酯 类 杀 虫 剂 进行 代谢 作用 的 最 
主要 的 解毒 酶 系 (Brooke et al., 2001) 。 

细胞 色素 P450 是 一 类 含有 血红 素 结构 的 超 基 
因 家 族 的 末端 氧化 酶 , 主要 分 布 在 内 质 网 和 线粒体 
内 膜 上 ,还 原 态 的 该 蛋白 酶 与 CO 结合 ,利用 紫外 分 
光 光 谱 检测 ,其 在 450 nm 处 具有 最 大 吸收 峰值 。 昆 
虫 细胞 色素 PASO 通常 包含 5 个 保守 基 序 :螺旋 C 
(WxxxR) #2 1( GXE/DTT/S) 、 螺 旋 K (ExLR ) 、 
PERF [X ( PxxFxPE/DRE ) 和 血红 素 结 合 区 
( PFxxGxRxCxG/ A) (Crooks et al., 2004) 。 细 胞 色 
素 P450 广泛 存在 于 生物 体 中 ,能 够 催化 至 少 60 多 
种 化 学 反应 ,参与 多 种 内 源 性 化 合 物 ( 类固醇 激素 、 
血脂 等 ) 的 合成 代谢 和 外 源 性 化 合 物 (药物 .农药 、 
天 然 产 物 等 ) 的 代谢 解毒 ( Fuchs et al., 1994; 
Harrison et al., 2001; Feyereisen，2012 ) 。 其 中 ， 
CYP6 家 族 被 认为 能 够 代谢 外 源 化 合 物 和 植物 毒素 
( Feyereisen, 1999) 。 已 有 研究 表明 CYP6 家 族 与 杀 
虫 剂 的 抗 性 有 关 , 研究 发 现 赤 拟 谷 盗 Tribolium 
castaneum QTC279 品系 脑 中 特异 高 表达 的 
TeCYP6BQ9 基因 是 其 对 省 氰 菊 酯 高 度 抗 性 的 分 子 
基础 (Zhu et al., 2010) ; AmCYP6AA2 ZF MNRE BE 
的 矮小 症 蚊 Anopheles minimus 中 的 表达 与 对 澳 氰 菊 
酯 的 抗 性 的 发 展 密切 相关 ( Rongnoparut et al., 
2003) ; AgCYP6P3 和 AgCYP6M2 被 证 实 与 风 比 亚 按 
IX Anopheles gambiae 耐 拟 除虫菊 酯 类 杀 虫 剂 的 抗 药 
性 紧密 关联 (Matowo et al., 2014) 。 

中 华 按 蚊 Anopheles sinensis 是 我 国 及 东南 亚 地 
区 重要 的 传 症 媒 介 ( Chang et al., 2014) 。 在 本 实验 
室 的 前 期 研究 中 ,通过 基因 组 鉴定 和 比较 转录 组 差 
异 分 析 ,筛选 出 16 个 可 能 与 省 握 菊 酯 抗 性 相关 的 
P450 基因 ,其 中 9 个 基因 属于 CYP6 亚 家 族 (Yan et 
al., 2016) 。 在 本 研究 之 前 ,还 没有 关于 中 华 按 蚊 
P450 基因 参与 拟 除虫菊 酯 抗 性 的 直接 功能 例证 的 
报道 。 




























































































本 研究 以 中 华 按 蚊 为 研究 对 象 , 结 合 前 期 的 研 
究 基 础 ,从 涡 氨 和 薄 酯 抗 性 品系 (YN-LR ) 的 表达 谱 中 
筛选 出 细胞 色素 P450 基因 AsCYP6Z2 ,通过 对 该 基 
因 进 行 生物 信息 学 分 析 、 分 子 克 隆 、 时 空 表达 模式 分 
Tr AERAR RNAi 干扰 及 分 子 对 接 等 研究 手 
段 ,初步 证 实 了 AsCYP622 基因 与 中 华 按 蚊 对 拟 除 
虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 的 耐 受 性 相关 , 这 对 于 进一步 探讨 
其 表达 调控 和 在 溴 氰 菊 酯 代谢 机 制 方面 的 研究 葛 定 
了 前 期 基础 。 








1 材料 与 方法 


1.1 gti 

实验 室 敏 感 品 系 (WX-LS ) 为 多 世代 自 交 系 。 
抗 性 品系 (YN-LR) 是 以 采集 自 云南 元 阳 的 抗 性 个 
体 作 为 供 体 亲 本 ,并 与 实验 室 敏感 品系 进行 多 世代 
(APF 10 代 ) 回 交 而 构建 的 近 等 位 基因 系 。 抗 性 
品系 的 筛选 检测 方法 是 将 羽化 3 d 的 肉 蚊 移入 
WHO 接触 桶 ( 含 0.05% TR 548 BE) 中 ,60 min 后 将 
接触 桶 蚊虫 移 到 恢复 简 中 ,统计 死亡 率 (World 
Health Organization, 2016) 。 抗 感 品系 均 于 室内 同 
样 条 件 (27% 、 相 对 湿度 75% 、 光 周期 12L: 12D) 下 
饲养 ,每 天 给 幼虫 和 晴 换 两 次 清水 和 鱼苗 食物 ,用 
10% 葡萄糖 溶液 饲养 成 虫 。 
1.2 主要 试剂 与 耗材 

DNA 片段 扩 增 所 使 用 的 TransStart® FastPfu Fly 
DNA Polymerase 购 自 北京 全 式 金 公司 ;DNA 片段 纯 
化 使 用 的 E. Z. N. A.@ Gel Extraction Kit 购 自 Omega 
公司 ;大 肠 杆菌 Escherichia coli DH5a 感受 态 细 胞 购 
自 TaKaRa 公司 ;RNA 提取 使 用 的 高 纯度 总 RNA 快 
速 提取 试剂 盒 ( 离心 柱 型 ) 购 自 北京 百 泰克 生物 技 
术 有 限 公 司 ; 反 转录 试剂 PrimeScript™ RT Reagent 
Kit with gDNA Eraser ( Perfect Real Time) 购 自 
TaKaRa 公司 ;荧光 定量 PCR 所 使 用 的 试剂 iTaq™ 
Universal SYBR9 Green Supermix 及 相关 耗材 购 自 
BIO-RAD 公司 。 
1.3 中 华 按 蚊 AsCYP6Z2 基因 克隆 及 生物 信息 学 
分 析 

AsCYP6Z2 基因 的 预测 序列 来 源 于 本 实验 室 闫 
正文 等 的 前 期 分 析 (Yan et al., 2016) 。 将 该 基因 的 
预测 序列 作为 问 询 序列 , 比 对 中 华 按 蚊 转 录 组 数据 
库 , 获 得 其 转录 组 序列 ,以 此 作为 模板 序列 ,利用 
Primer Premier 5.0 软件 设计 1 对 引物 ( 表 1) ,以 省 
握 菊 酯 抗 性 品系 羽化 0 h 的 成 蚊 和 敏感 品系 雌 晴 的 
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腹部 分 别 作为 cDNA. 的 模板 ,克隆 其 开放 阅读 框 序 
列 。 基 因 克 隆 实 验 中 的 PCR 反应 体系 (25 uL): 
5 x Buffer 5 uL, dNTPs (2. 5 mmol/L) 2 uL, EF 
游 引物 (10 pmol/L) 各 0.5 uL, Fastpfu 酶 (2.5 U/ 
pL) 0.5 uL, ddH,O 15.5 uL, PCR 反应 条 件 : 95°C 
预 变性 2 min; 95°C 20 s, 58C 20 s, 72% 35 s, dc 
35 个 循环 ; 最 后 72% 延伸 5 min。 引 物 合 成 及 基因 
测序 由 北京 擎 科 新 业 生 物 技 术 有 限 公 司 完成 。 

利用 在 线 软件 ExPASy 中 ProtParam ( http: / 
web. expasy. org/protparam/) 对 AsCYP6Z2 4 Ñ 2È 
行 分 子 量 、 吸 光 值 .等 电 点 等 理化 性 质 的 预测 ; 
AsCYP62Z2 和 蛋白 的 信号 肽 预测 使 用 在 线 软 件 (http: 
// www. cbs. dtu. dk/services/SignalP ) ; AsCYP672 4% 
白 的 跨 膜 区 域 预 测 使 用 TMHMM 在 线 软件 (http: // 
www. cbs. dtu. dk/services/TMHMM ) ;使 用 NCBI 和 














Vectorbase 提供 的 BLASTP 在 蛋白 序列 数据 库 中 搜 
索 同 源 序列 ,物种 和 基因 登录 号 如 下 : 赤 拟 谷 盗 T. 
castaneum ( XP... 015834511. 1), Z& Y& Bombyx mori 
(NP. 001073135. 1) , 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 
(NP _ 651082. 1), #R X ft IX Aedes aegypti 
( AAELO009123 ) , S fi JÆ X Culex quinquefasciatus 
( CPIJOI9587 ), pj Ek W TE Be An. 
( AGAP008218 ) , 小 菜 蛾 Plutella xylostella ( XP _ 
011569123. 1 ) MEGA-X 构建 进化 树 (Tamura et 
al., 2013) , ClustalW 比 对 序列 ,预测 氨基 酸 序 列 的 
最 佳 进化 模型 为 LG + G, 基 于 最 大 似 然 法 (maximum 
likelihood, ML) 计算 AsCYP6Z2 基因 的 系统 发 育 关 
系 ,重复 计算 1 000 次 。 同 时 ,采用 在 线 比 对 工具 
CLUSTALW ( https; // www. genome. jp/tools-bin/ 
clustalw) 及 GENEDOC 软件 完成 多 序列 比 对 分 析 。 
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表 1 本 研究 所 用 引物 
Table 1 Primers used in the study 
引物 引物 序列 (5' -37) 引物 用 途 
Primer Primer sequences Use of primers 
clongingAsCYP6Z2-F ATGTTCGTTTACATCCGAGATCC 基因 克隆 


clongingAsCYP6Z2-R 


CTAGTTTCGACGCTCCACCTTCAGT 





Gene cloning 





sAsCYP6Z2-1-F( T7) 
sAsCYP6Z2-1-R( T7) 
sEGFP-F( T7 ) 
sEGFP-R( T7 ) 


TAATACGACTCACTATAGGGAGATGACAAAACTACAGCAGGAGAT 
TAATACGACTCACTATAGGGAGACGGTTCCAAACGGGTAGT 
TAATACGACTCACTATAGGGAGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGC 
TAATACGACTCACTATAGGGAGATTCTCGTTGGGGTCTTTGCT 


合成 双 链 RNA 
dsRNA synthesis 








AsCYP6Z2-F TCCGTAGCATTTGGCAGTCC 
qAsCYP6Z2-R GTTCGTTTACACGCTCGGTCTT 
AsRPL49-F GGAGCCGGTCGGTGATATGT 

qdAsRPL49-R 


qPCR 


TTCCTTCTCGGTCGGCTTCG 


1.4 AsCYP6Z2 基因 的 时 空 表达 谱 分 析 

从 省 氰 菊 酯 敏感 品系 (WX-LS) 和 抗 性 品系 
(YN-LR) 中 华 按 蚊 雌性 个 体 的 师 期 和 成 蚊 期 的 不 
同 发 育 阶 段 进行 取样 ,共计 12 个 时 间 点 ( 师 期 0， 
10, 20 和 30 h, 肾 末期 ,成 蚊 期 0, 3, 6, 9, 24, 48 
和 72 h) ,每 组 3 个 生物 学 重复 。 同 样 地 ,对 省 氰 菊 
酯 敏感 品系 肉 晴 的 各 区 段 进行 取样 ,包括 头 部 、 胸 
部 .腹部 前 3 节 ( 腹 部 前 端 ) 和 腹部 剩余 部 分 (腹部 
后 端 )。 取 样 使 用 TRizol 试剂 ( Invitrogen, 美国) 
400 ~ 500 pL 置 于 1.5 mL 离心 管 中 , 保存 于 
- 80°C , YR Al WE ES, Trizol 法 提取 总 RNA, 利用 
TaKaRa RRO47A 反 转 录 试 剂 盒 制备 cDNA , 以 此 
cDNA 为 模板 用 于 qPCR 检测 。 使 用 Primer Premier 
5.0 设计 AsCYP622 的 定量 引物 ,以 核糖 体 蛋白 基因 
149 (RPI49) 用 作 内 参 基 因 ( Yan et al., 2016) 。 
























































qPCR 反应 体系 及 操作 参考 本 实验 室 乔 梁 等 先前 建 
立 的 方法 ( Qiao et al., 2016)。 引 物 序列 如 表 1 所 示 。 
1.5 溴 氰 菊 酯 对 AsCYP622 基因 的 诱导 表达 分 析 
选取 化 晴 3 h, 健康 活泼 的 溴 氰 菊 酯 敏感 品系 
(WX-LS ) Wii P Vs ,将 晴 置 于 装 有 灭 菌 超 纯 水 ( 含 5 
p.g/mL 氮 人 青霉素 ) 的 培养 四 里 清洗 3 次 。 清 洗 后 
HIREA 70% 酒精 的 脱脂 棉 轻 轻 擦 拭 晴 体 表 , 再 将 师 
放置 于 1 x PBS 的 培养 由 清洗。 于 灭 菌 载 玻 片上 对 
肾 进 行 迅速 解剖 ,将 肾 腹 部 后 端 置 于 1 x PBS 中 洗 
涤 5 次 ,之 后 用 无 菌 滤纸 吸 走 液体 。 将 3 ~6 个 腹部 
后 端 材料 放 入 1. 5 mL 离心 管 中 , 离心 管 中 加 入 
Grace 培养 基 ( GIBCO BRL) HINA 6 pg/mL KIK 
以 防止 酚 氧 化 酶 活性 ;同时 加 入 青霉素 - 链 霉 素 ; 青 
霉 素 的 工作 浓度 为 100 U/mL, BEE HH 0. 1 mg/ 
mL), 。 处 理 组 材料 样本 中 加 入 25 mg/mL iti X P8 
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ETS BAK (25 mg/mL YR USS BA MA KS Ac al : 
1 mL 纯 丙 酮 溶液 加 入 中 1 kL Pe RU ) ,对 
照 组 中 加 入 等 量 过 滤 灭 苦 的 纯 丙 酮 溶液 (World 
Health Organization, 1981) 。 FH 83 ARAB ADS 
Jc BUR TE KOE PERE, WA 25 r/min 的 速率 和 倾斜 
30° HY FA EET TORE A JP 4 SAE TIS 
温度 为 24%C ,在 孵育 时 间 分 别 为 12 h 和 24 Ph 时 , 通 
过 qPCR 检测 处 理 组 和 对 照 组 中 AsCYP622 基因 的 
表达 情况 ,检测 和 分 析 方 法 同 1.4 节 。 引 物 序 列 如 
表 所 示 。 
1.6 AsCYP6Z2 基因 的 RNAi 实验 

使 用 P1700 T7 RiboMAX"" Express RNAi 试剂 
fx ( 3€ [E] Promega) 合成 dsAsCYP6Z2 和 对 照 dsEGFP 
双 链 RNA。 合 成 的 双 链 RNA 溶解 于 无 RNase 的 
水 ,测定 纯度 和 浓度 ,并 电泳 检测 。 合 成 dsRNA 所 
需 引物 如 表 1 所 示 。 

在 进行 击 倒 率 和 死亡 率 表 型 量化 前 ,提前 选取 
先 批 次 化 晴 的 肉 晴 ,注射 dsAsCYP6Z2 ( RNAi 组 ) 和 
dsECFP( 对 照 组 ) ,每 组 不 少 于 20 头 ,注射 剂量 为 
800 ng, RNAi 组 和 对 照 组 各 进行 两 次 平行 实验 ,如 
表 2 所 示 。 选 取 RNAI 组 和 对 照 组 肾 羽 化 1 h 大 小 
齐 一 、 健 康 活 泼 且 飞行 良好 的 个 体 ,按照 每 个 生物 学 
重复 混合 5 头 雌 蚊 的 标准 进行 取样 ,并 设置 3 TUE 
物 学 重复 。 利 用 Trizol 法 提取 样本 的 总 RNA ,并 使 
M TaKaRa RR047 反 转 录 试 剂 盒 合成 cDNA 样本 。 
通过 qPCR 检测 RNAi 组 和 对 照 组 中 AsCYP6Z2 基 
因 的 表达 量 , 以 评估 RNAi 9I S AE DS] e 3s B5 dp db 
He. qPCR 分 析 中 ,以 中 华 按 蚊 核糖 体 和 蛋白 LAO 3E 
因 (4sRP149 ) 为 内 参 。qPCR 反应 体系 及 操作 参考 
本 实验 室 乔 梁 等 先前 建立 的 方法 (Qiao et al., 
2016), 。 所 需 引 物 见 表 1 。 

在 量化 击 倒 率 和 死亡 率 时 ,依据 AsCYPOZ2 基 
因 时 期 和 部 位 的 表达 模式 ,我 们 在 化 师 10 h H 
肾 的 腹部 后 端 注入 dsRNA ( RNAi 组 注射 
dsAsCYP6Z2 ,对 照 组 注射 dsEGFP)。RNAi 组 两 组 
共计 注射 81 头 雌 蚊 ,对 照 组 两 组 共计 注射 73 Sk HE 
蚊 。 将 注射 后 的 RNAi 组 和 对 照 组 的 师 吸 入 含 5 





























































































































在 接触 澳 氟 菊 酯 药 膜 10, 20, 30, 40, 50 和 60 min 
时 的 击 倒 情 况 ,利用 SPSS 25.0 对 RNAi 组 和 对 照 组 
个 体 的 进行 半数 击 倒 时 间 (KTs ) 分 析 。 在 60 min 
后 将 接触 桶 中 的 峻 蚊 转 移 至 恢复 桶 内 , 待 其 恢复 
24 h 后 统计 死亡 率 。 生 测 实 验 均 进行 2 次 生物 学 
复 。 
1.7 同 源 建 模 与 分 子 对 接 

使 用 在 线 同 源 建 模 服务 器 Swiss-Model (http; // 
swissmodel. expasy. org/) 对 AsCYP622 进行 同 源 建 
模 。 验 证 所 建 模型 立体 化 学 性 质 的 合理 性 用 
Proheck 程序 ( Laskowski et al., 1993) ; 对 所 建 蛋 白 
模型 中 的 氮 基 酸 残 基 的 相 容 性 评估 使 用 Verify-3D 
程序 ; 三维 构象 的 显示 与 分 析 用 PDBview。 

利用 ChemBioDraw Ultra 12. 0 绘制 化 合 物 省 氟 
菊 酯 的 结构 ,然后 用 ChemBio3D Ultra 12. 0 转化 为 
3D 结构 并 使 用 程序 内 置 的 MMFF94 立场 对 化 合 物 
的 构象 进行 优化 。 对 接 所 需 的 蛋白 以 及 化 合 物 省 氰 
Ag H(A AutoDockTools 1. 5.6 转化 为 PDBQT 格式 
后 ,使 用 AutoDock 4.2.6 进行 对 子 对 接 研 究 ( Morris 
et al., 2009) , AsCYP6Z2 和 蛋白 的 对 接 活 性 位 点 的 坐 
标 设置 为 : center, x = 55. 847, center, y = 77. 138, 
center z 212. 205; size x Z8, size y =8, size zz 8; 
参数 exhaustiveness 设置 为 20 ,其 余 参 数 均 使 用 默认 
值 ,对 接 后 选取 得 分 最 高 的 构象 ,使 用 PyMol 2. 3.4 
(http: // www. pymol. org/) 进行 作 图 与 结果 分 析 。 












































2 结果 


2.1 AsCYP6Z2 基因 的 克隆 和 序列 特征 
AsCPY6Z2 ( GenBank 登录 号 : MT840336 ) 基 
的 开放 阅读 框 (ORF) 长 1 251 bp ,编码 416 个 氨基 
酸 ( 图 1)。 该 基因 氨基 酸 编码 序列 在 抗 感 品 系 间 没 
有 差异 。 其 氨基 酸 组 成 中 , 亮 氨 酸 (Leu) 所 占 比 例 
最 高 ,为 10.6% 。 运 用 SingalP5.0 对 AsCYP6Z2 的 
氮 基 酸 序列 进行 信号 肽 分 析 , 结果 表明 AsCYP6Z2 
无 信号 肽 。 同 时 对 AsCYP6Z2 的 氨基 酸 序列 运用 
TMHMM 2.0 软件 进行 跨 膜 结构 域 分 析 , 结 果 表 明 











g/mL 氨 休 青霉素 的 超 纯 水 中 ,于 实验 室 常规 饲养 
条 件 下 饲养 ,并 统计 羽化 率 。 待 RNAi 组 和 对 照 组 
中 成 蚊 羽 化 至 1 上 ,选取 大 小 齐 一 \ 活 泼 健康 且 具 有 
良好 飞行 能 力 的 个 体 ,按照 WHO 接触 桶 法 进行 省 
氨 菊 酯 生 测 实验 。 详 细 操作 为 :将 RNAi 组 和 对 照 
组 的 肉 蚁 以 25 头 / 简 轻 轻 吹 人 放置 有 0. 0596 158 
菊 酯 药 膜 的 接触 桶 中 , 歇 入 后 立即 计时 ,并 记录 蚊虫 








该 蛋白 无 跨 膜 结构 域 。 

系统 发 生 结果 显示 (图 3) :AsCYP622 基因 与 内 
比 亚 按 蚊 AgCYP6Z2 基因 的 亲缘 关系 最 近 。 氨 基 酸 
联 配 分 析 结 果 表 明 ( 图 2) , AsSCYP6Z2 蛋白 含有 5 个 
保守 基 序 ,分 别 为 :螺旋 C( WxxxR ) ,螺旋 I( GxE/ 
DTT/S) ,螺旋 K ( ExLR) , PERF [X (PxxFxPE/DRE) 
和 血红 素 结合 区 (PFxxGxRxCxGZA) 。 
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1 ATETTOCTTT ACATCCGAG ATCCAC ATCTAG CGA AGCGGA TAA TGCTCR ACC ATT TCC AGT ACT TTC ADS ATCEAG GOS TCT ACTGCA AT 
1 MEFVYIRDPHLAEKRIMLHEDFUüYFHDECVYCIH 
81 GANG AGCCTG RTCCACTETCIETCCA ATC TET TOR CCC TEC COE GCC AGC ECT GGA AA ACCTECIGTGECECCETC TCADSCOSACCT TCACR 
31 EERDFLSSHLIFALFPGCGQRSMIEHLEARLITFPITIF IT 
181 TCEGGCCARTTGCECA ACA TGA TGCOS A OCT TTCTGG ACE TCG CTÀ ACA AGCTGA TGGCGC RIA TEC ACA AGCTTG TG AGCCAG AAA CE 
61 §G¢ @LEREWUMUNMNPTFLOVG¢ FRE L NX AQMHE RLY ER ET 
271 E TGCTGG ARA TGCGTGCCA TAROCTCOCC GGT TOG TEC TGG AAA TAG TOG CTT OOS TIT ACT TOSGTT TOs AAG CAA ACTGTCTIG AAR AC 
81 VLEHMREARITSRFVLEIVASVYFGFEARHCLIEMISIS 
361 TO ADI ATCCTTTCCCAR TTA ATCTGCCTCCTG CCA ATACTÀR A GCT TCG TAA ATAACATOCGCTOSG Co CACTAT TTA TCIGICOS 
121 SDDPFEISOHLREARHSEKGCEFEVHHIRSACLFICI 
451 ACCTTGTTGA AGA TCACOG GAA TA GO OGC TCT OSCOSCAACTCATCAAAT TCA TCA TGG ACC TGG TCR AAT ATC AAA TOG ACCATCOS 
151 TLLHEÉITEISALS SPUGULIISE FI MDLV'EYQOILDHIE 
541 CARA RACARCAACATCACTCCARACE ACTTCATTC AETTACTCA TOC ATCTGCGCCERG AAG TIU AC ATA ACE THC AACATATCACCATC 
181 E K H K I T E X DF I QLL IDLRREWVIEDHVEHMITI 
631 GCAGCAGTCTG OSG OCAATE TET TCA TET TTT ACT TICO CAR CTG AGT CAT OCA QOS G05 CAR TTTCET TTA CGCTCC ACC AACTTTCA 
211 EQCAR NV FMF ¥ FaG TES STGEAITISFTLH EL S 
721 CACARTCCRG AAG TGA TGA CAR AACTAC AGC AG AGA TOS ATC AR TGC TG AAC GCA ACIE CTISCTG AAR TTA CET AC AGAACA TAR Ais 
241 HH PF ET HTIEÉLUQUQEILDEHLERHCEGEGEITYEHNII 
811 GOCATGAAGT AOC TOG ATC TCTGTG TCA AGG ARACGCTICGGAAGTATCOCAGTT TECCAR TOCTCA ATC GO ARTGCACTC AA ACT AT 
271 à MEYLDLCUVHEKETLIEEXEKYPSLPFPILHEREECITAGULILSISYS 
901 CGAGTICCAGACAGTGATC TOS TTA TTC GÀ & ANGCTGTGCAGG TG& TCÀ TTCCAT TGC TOSGAATCAGCA TGA ACS AAA AAT ACT TOC CC 
301 RVPDSDVVIRIEIGCVUVIIPLLECIZSHMHHEIHRESYIFrFIl 
991 E ACCCAG AGCTTT ACTCTCCGG RACCGCT TOG ATG AAG ATA CCATAR ACC ATG ACCCAG ACE CAT ACT ACCOET TTG GARA COG GGCCOSRC AT 
331 DPELY & FERFOEDUDTIAHODPDAY ¥ P FeO Te] Fa 
1081 AATTGCATOGGGCTOCGACAAGGOG TGC TGG TGG CCAAGATTG-GTATCATACTACTGCTITCCAAGT ACA ACT TOCGICCTAGCATICCA 
361 HCICLEUCVLVAREICIILLLSIEYHFLEPSIIS 
1171 TCTAAGG TCR ARTTOGCATCAGCAACAA TIT CTC TOR CTCCCC AG COG CCT TACCACTCA ACC TOG ACCCTICCAA ACT AG 

391 5 K V EK F & 3 à T I 5L aka F DG GL PLIEVERRHSXSX 





图 1 中 华 按 蚊 AsCYP6Z2 基因 的 cDNA 序列 及 推导 的 氨基 酸 序 列 
Fig. 1 The cDNA and deduced amino acid sequences of AsCYP6Z2 from Anopheles sinensis 
起 始 密码 子 ATG 和 终止 密码 子 TAG 加 粗 , 星 号 表示 终止 密码 子 。The start codon ATG and the stop codon TAG are in bold, and the stop codon is 


indicated with an asterisk. 





























160 * * 220 * 
TcCYP6a20 F AWKI RAK F TM pcm INEARKREE A E aq EE ey 220 
PxCYP6al4 A HP H | IDSLESKGNSBEEMSE EYE: YVRGHEY FE PTS LYWALARAL: 221 
BmCYP6AB4 N JOSRTLEIASQP- KLGAAIFNIT----VROAIVAAMKE 145 
AsCYP672 MAOEEKLVERETVBEZISAHTS VAS 1NBRRAN-SKGFVNNIRSAGI[MCI 150 
AgCYP622 IDRENKVADEKAIBENLIS ASE SEB ILS TERRANRGRNFIDNFRSSG Ic] 221 
AaCYP6Z6 OK FEE PAREROE y |E ISKTBREFQ- LGGFMNNFRTAC' 150 
CqCYPéZzi4 QA PEE PKAKRGOVE R j: |RTVERSFR-EDNHVTNLRTVG. 150 
DmCypéd4 SANE E rE '"AHWOKELPEEKH KLUSLAR-ANNRENAMFGMMI| 220 

s 6F1G Wa 6R 3p F356 64 M pt f p 
Helix C | 
260 300 * 320 340 
TcCYP6a20 FKITKP KT DY} K IL - ABRE yini a IK f 335 
PxCYP6al4 p Rd: Bs j&DT| E F E A E 351 
BmCYP6AB4 IFPI Enr SS KOK A vit 261 
AsCYP6Z2 DKHIGISALSPOWIKISIM KYO} H M E K EM 265 
AgCYP6Z2 L ITSLOPENMTKISVM THO f A 2 i A E aS 
AaCYP6Z6 ess IKAT iT KOBE: IL SE; x 了 3 eS TE 4 266 
CqCYP6214 KTVPEVBDNBNI EQ : 1 R 263 
DmCypéd4 lAQFLFRIGFKN E ] A Q y MICSTA nA A ii 336 
aA vf65 AG e33 
Helix I 

TcCYP6a20 Afi 4 1 A ILE 4 |SE-ENKNSRPPFTE L| A A 450 
PxCYP6al4 N A LP-EN 452 
BmCYP6AB4 | c y MPSEYNI i G AAA 377 
ASCYP622 A F V A 379 
AgCYP622 451 
AaCYP6Z6 380 
CqCYP6214 376 
DmCypéd4 450 





ic] 1 uP i} v i ) L x 
EL6Rk5P LnR Ct Y p 6 Gt 6 6p6 5 PFG GPr Ed RG 
HelixK PERF domain Heme binding domain 





Al2 ”中华 按 蚊 AsCYP622 与 其 他 昆虫 同 源 蛋 白 的 序列 比 对 
Fig. 2 Multiple sequence alignment of AsCYP6Z2 of Anopheles sinensis with homologous proteins from other insects 

其 他 昆虫 的 蛋白 质 序 列 均 下 载 自 NCBI 数据 库 (https: // www. ncbi. nlm. nih. gov) , Protein sequences from other insects were downloaded from the 
NCBI database (https; // www. ncbi. nlm. nih. gov). TcCYP6a20; ag A X& Tribolium castaneum, XP_015834511.1; PxCYP6al4; 小 菜 蛾 Plutella 
xylostella, XP _011569123. 1; BmCYP6ABA: Zw Bombyx mori, NP. 001073135. 1; AsCYP622; 中 华 按 qr Anopheles sinensis, MT840336; 
AgCYP6Z2: X] EE E FRÉ Anopheles gambiae, AGAPO08218-PA; AaCYP6Z6; 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti, AAELO09123-PA; CqCYP6Z14; Sif JE IX 
Culex quinquefasciatus, CPIJ019587-PA; DmCyp6d4; JERAR Drosophila melanogaster, NP. 6510821. 1. 多 序列 比 对 采用 CLUSTALW (https: // 
www. genome. jp/tools-bin/clustalw ) 和 GENEDOC , 高 度 保守 的 残 基 用 黑色 阴影 显示 , 图 中 标 出 了 昆虫 细胞 色素 P450 的 5 个 保守 基 序 : Helix C 
(WxxxR), Helix I ( GXE/DTT/S) , Helix K (ExLR) PERF domain (PxxFxPE/DRE) 和 Heme binding domain ( PFxxGxRxCxG/A) The multiple 
sequence alignment was performed using programs CLUSTALW ( https: // www. genome. jp/tools-bin/clustalw) and GENEDOC. The highly conserved 
residues are shown in black shadows, and the five conserved motifs of insect cytochrome P450 including Helix C ( WxxxR) , Helix I ( GXE/DTT/S) , Helix K 
(ExLR) PERF domain ( PxxFxPE/DRE) , and Heme binding domain ( PFxxGxRxCxG/A ) are labeled in the figure. 
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维持 中 的 作用 








中 华 接点 Anopheles sinensis CYP6Z2 (MT840336) 










Frb Eikit Anophels gambiae CYP6Z2 CAGAPOO8218-PA) 
HAFA Aedes aegypti CYP6Z6 (AAELO009123-PA) 

ABR Culex quinquefasciatus CYP6Z14 (CPIJ019587-PA) 
ZAR Drosophila melanogaster CYP6d4 (NP_651082.1) 


KÆ Bombyx mori CYP6AB4 (NP. 001073135.1) 


JEU. Tribolium castaneum CYP6a20 (XP. 015834511.1) 
81 


THES Plutella xylostella CYP6a14(XP. 011569123.1) 
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0.50 
3 ”中 华 按 蚊 AsCYP622 与 其 他 昆虫 CYP6 基因 的 系统 发 育 进 化 关系 
Fig. 3 Phylogenetic relationship of AsCYP6Z2 gene of Anopheles sinensis and CYP6 gene from other insects 
通过 MEGA-X 采用 邻接 法 构建 进化 树 ,bootstrap 值 为 1 000。 以 0.50 的 遗传 距离 作为 标尺 ,各 节点 劳 数值 表示 4sCYP622 基因 在 该 标 度 枝 进化 
过 程 中 变化 的 程度 。The phylogenetic tree was built with the neighbor-joining method using MEGA-X, with a bootstrap value of 1 000. The genetic 





distance of 0. 50 is used as the scale bar, and the numbers next to each node indicate the extent to which the AsCYP6Z2 gene changes during the evolution 


of the scale branch. 


2.2 AsCYP6Z2 基因 的 时 空 表达 模式 

不 同 发 育 阶段 的 表达 分 析 结 果 显 示 : 在 化 晴 0 
h,AsCYP6Z2 基因 的 表达 量 非常 低 , 且 在 抗 感 品系 
( YN-LR 和 WX-LS) 间 没有 明显 的 表达 差异 。 在 敏 
感 品系 中 ,尽管 ASCYPOZ2 基因 的 表达 量 随 着 发 育 























该 基因 在 化 肾 末 期 至 成 蚁 羽化 3 h 间 的 表达 量 明显 
上 调 , 其 程度 以 是 末期 和 刚 羽 化 时 最 为 显 车。 此 外 ， 
在 晴 末 期 、 羽化 0, 3 和 72 h, 抗 性 品系 中 该 基因 的 

达 量 显著 高 于 敏感 品系 (PP<0. 05) 。 雌 师 不 同 部 
位 的 表达 分 析 结 果 显示 :4sCYP622 基因 在 晴 腹 部 后 





























变化 上 调 , 但 上 调 变 化 并 不 剧烈 。 而 在 抗 性 品系 中 ， 端的 表达 量 最 高 ,其 次 是 腹部 前 端 和 胸部 ,而 头 部 中 
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Developmental stage 


图 4 AsCYP6Z2 基因 在 中 华 按 蚊 澳 氰 菊 酯 抗 感 品系 不 同 发 育 阶 





Bt CA) 和 省 氰 菊 酯 敏感 品系 峻 晴 不 同 组 织 (B) 中 的 表达 模式 


Fig. 4 Expression profiles of AsCYP6Z2 gene in different developmental stages of the deltamethrin-resistant and susceptible 


strains of Anopheles sinensis (A) and tissues of female pupae of its deltamethrin-susceptible strain ( B) 
WX-LS; 省 握 菊 酯 敏感 品系 Deltamethrin-susceptible strain; YN-LR ; 省 氟 菊 酯 抗 性 品系 Deltamethrin-resistant strain. PO 30: 分 别 为 





Life; 0 — 


30 h (0 —30 h after pupation, respectively) ; plast: "f H ( ba £^] 40 h) Late instar pupa ( approximately 40 h after pupation) ; AO - 72: 分 别 为 羽 
化 后 0 - 72 的 成 蚁 0 — 72 h after adult emergence, respectively. HE; 3k 3f Head; TH: 胸部 Throax; FTSA: 腹部 前 3 节 First three segments of 


abdomen; RPA: 腹部 剩余 Remaining parts of abdomen. 每 组 











[数据 为 3 次 生物 学 








和 E 复 的 平均 值 上 标准 差 。A 图 星 号 表示 抗 感 品系 间 基 因 表达 量 有 显 








著 性 差异 (P<0.05, :检验 ) ;B 图 柱 上 不 同 字 母 表示 不 同 组 织 间 表达 量 差异 显著 (P<0.05, LSD 法 ) Each data point represents mean + SD of three 


biological replicates. The asterisk indicates significant difference in the expression level between the resistant strain and the susceptible strain ( P «0.05, t- 


test) in Fig. A. Different letters above bars represent significant differences in t 


Fig. B. 


he relative expression level among different tissues ( P «0.05, LSD test) in 
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的 表达 量 最 低 。 依 据 发 育 阶段 和 组 织 表 达 模 式 结 
果 , 将 化 师 10 h 作为 RNAi 注射 的 时 间 点 ,注射 部 位 
为 雌 师 腹部 后 端 。 
2.3 AAN AsCYP6Z2 基因 的 诱导 表达 

中 华 按 蚊 上 肉 肾 腹部 后 端 在 25 mg/mL 188 Be 
溶液 中 培养 后 的 结果 显示 : 12 h 后 , 处 理 组 中 
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AsCYP6Z2 的 表达 量 较 对 照 组 ( 纯 丙 酮 洲 液 培养 ) 上 
调 了 4 倍 (P<0.01); 而 在 24 h 后 ,处 理 组 中 
AsCYP6Z2 的 表达 量 较 对 照 组 则 上 调 了 13 倍 (P < 
0.001), ix HE £5 R Ze HJ D CAE NR BB Ub VS 
AsCYP6Z2 基因 的 显著 上 调 表 达 。 
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图 5 中 华 按 蚊 峻 晴 腹 部 后 端 经 溴 氰 菊 酯 处 理 12 CA) 和 24 h(B) 后 AsCYP6Z2 基因 的 表达 量变 化 
Fig. 5 Changes in expression level of AsCYP6Z2 after exposure of posterior segment of female pupal abdomen of 
Anopheles sinensis to deltamethrin for 12 h (A) and 24 h (B) 
图 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 ; 星 号 表示 省 氰 菊 酯 处 理 组 (25 mg/mL 溴 氟 菊 酯 培养 ) 和 丙酮 对 照 组 (丙酮 培养 ) 有 显著 性 差异 (“ P «0.01; “P< 


0.001) (t Kr) 。Data in the figure are mean + SD. Asterisk indicates significant difference between the deltamethrin treatment group (incubated with 



































25 mg/mL deltamethrin solution) and the acetone control group (incubated with acetone) ( '* P «0.01; “* P «0.001) (t-test). 


2.4 RNAi Fit AsCYP6Z2 Ja rh 4&3 so iR S8 38 
酯 敏感 性 的 变化 

在 RNAi 实验 中 ,蚊虫 羽化 率 均 在 90% 以 上 ( 表 
2) 。 通 过 RNAi 沉默 AsCYP6Z2 基因 后 ,结合 qPCR 
检测 该 基因 的 表达 量 。 结 果 表 明 , 与 对 照 组 相 比 ， 
RNAi 组 中 AsCYP6Z2 表达 量 下 调 了 约 8096 (P < 
0.0001) (图 6: A) ,说 明 通过 RNAi 有 效 地 抑制 了 
AsCYP6Z2 基因 的 表达 。 

RNAi ri WE CH f 0. 05% 25 55 A3 BR ZU S 1 h 
内 的 击 倒 曲线 显示 :RNAi 组 从 生 测 10 min 开始 即 
出 现 击 倒 现象 ;而 对 照 组 则 是 从 30 min 时 才 开 始 出 

































































现 击 倒 现象 。 两 者 间 呈 现 出 明显 的 击 倒 差异 (Log- 
rank P «0.01) (Kd 6: B)。 根 据 蚊虫 在 生 测 期 间 昌 
击 倒 个 数 ( 表 3) ,所 计算 的 半数 击 倒 时 间 (KTs ) 显 
示 :RNAi 组 中 误 氰 菊 酯 对 雌 成 蚊 的 KT, =31. 789 + 
3.459 min, 对 照 组 中 省 氟 菊 酯 对 雌 成 蚊 的 KT, = 
41.107 +3.716 min。 此 外 ,接触 0.05% 省 氰 菊 酯 药 
膜 1h 并 经 24 h 恢复 后 ,RNAi 组 中 蚊虫 的 死亡 率 比 
照 组 增加 了 17% (P «0.05) (Fl 6: C)。RNAi 结果 
说 明 ,沉默 AsCYP6Z2 基因 后 中 华 按 蚊 对 省 氰 菊 酯 
的 敏感 性 显著 增加 ,表明 AsCYPOZ2 基因 在 蚊虫 对 
省 氰 菊 酯 的 抗 性 上 有 重要 作用 。 
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#2 RNAi 实验 数据 统计 
Table2 Statistics of RNAi experiment data 





























分 组 注射 个 体 数 存活 个 体 数 生 测 中 测试 个 体 数 PRA) 
uM dsRNA Numbers of injected Numbers of survival Number of test Emergence 
individuals individuals individuals in bioassay rate 
第 1 组 dsAsCYP6Z2 44 40 37 90.9 
Group 1 dsEGFP 40 37 37 92.5 
$822 dsAsCYP6Z2 37 34 34 91.9 
Group 2 dsEGFP 33 31 31 93.9 
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K|6 RNAi 干扰 4sCYP622 后 中 华 按 蚊 峻 成 蚊 对 省 握 菊 酯 敏感 性 的 变化 

Fig. 6 Changes in susceptibility of female adults of Anopheles sinensis to deltamethrin after RNAi-based silencing of AsCYP6Z2 gene 
A; RNAi fri RNAi 组 (注射 dsAsCYP6Z2 ) 和 对 照 组 (注射 dsECFP) 中 AsCYP6Z2 基因 的 表达 水 平 Expression level of AsCYP6Z2 gene in the RNAi 
group (injection with dsAsCYP6Z2 ) and the control group (injection with dsEGFP) after RNAi; B; 干扰 AsCYP6Z2 基因 后 蚊虫 接触 0.05% 18 85 2] BE 
药 膜 1 h 期 间 击 倒 情况 Knockdown of mosquitoes after exposure to 0.05% deltamethrin film for 1 h after interference with AsCYP6Z2 gene; C: 干扰 
AsCYP6Z2 基因 后 蚊虫 接触 0. 0596 15.4 43 HE 25 AE h 恢复 24 h 后 的 死亡 率 Mortality of mosquitoes exposed to 0.05% deltamethrin film for 1 h and 
recovered for 24 h after interference with AsCYP6Z2 gene. RNAi 组 和 对 照 组 中 个 体 的 注射 剂量 均 为 800 ng, 用 于 检测 基因 表达 的 每 个 生物 学 重复 
中 混合 5 头 肉 蚊 , 并 设置 3 个 生物 学 重复 。 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 差 ; 星 号 表示 RNAi 组 和 对 照 组 之 间 有 显著 性 差异 (“ 忆 <0.05; “P< 
0.01; "** P «0.00001) (i 检验 )。The injection doses of individuals in the RNAi group and the control group were both 800 ng. Five female adults 





















































were mixed in each biological replicate for detecting gene expression level, and 3 biological replicates were set up. The data in the figure are mean + SD. 


The asterisk indicates significant difference between the RNAi group and the control group ( * P«0.05; “P<0.01; "** P «0.00001) (t-test). 


表 3 RNAi Fit AsCYP6Z2 fe; SE 30 88 8] PE 32 dc my e i SB 
Table 3 Number of female adults of Anopheles sinensis knocked down during 
the biometric test after RNAi-based silencing of AsCYP6Z2 


分 组 





生 测 期 间 蚊 虫 击 倒 个 数 
































dsRNA Number of mosquitoes knocked down during the bioassay 
ui 10min 20 min 30min 40min 50 min 60 min 
第 1 组 dsAsCYP6Z2 2 8 8 8 8 
Group 1 dsEGFP 0 0 5 9 11 12 
第 2 组 dsAsCYP6Z2 1 3 9 12 5 4 
Group 2 dsEGFP 0 0 7 5 10 9 


2.5 AsCYP6Z2 与 溴 氰 菊 酯 的 分 子 对 接 分 析 
以 AsCYP6Z2 的 氨基 酸 序列 为 模板 , RCSB 
Protein Data Bank 网 站 中 在 线 搜索 , 比 对 出 智 人 


三 维 结构 模型 图 (图 7: A)。 ORE UR SS Bor Bx 28 
AsCYP6Z2, 省 和 氰 菊 酯 以 互补 的 方式 结合 在 
AsCYP622 的 结合 口袋, 分 子 对 接 预 测 结果 显示 :省 




















Homo sapiens CYP3A5 ( PDB: 6MJM ) 蛋白 序列 与 
AsCYP6Z2 的 同 源 性 最 高 ,序列 一 致 性 为 39% 。 选 
取 CYP3AS 的 三 维 结构 作为 同 源 建 模 的 模板 ,对 
AsCYP672 进行 同 源 建 模 ,得 到 AsCYP6Z2. 的 二 聚 体 


氟 菊 酯 的 母 核 葵 环 以 及 侧 链 的 酯 痰 基 分 别 与 Cys- 
155 形成 声 - 硫 相互 作用 以 及 稳定 的 氢 键 , 侧 链 的 二 
省 乙烯 基 片 段 与 二 甲 基 环 丙 基 片段 则 可 以 与 口袋 两 
侧 的 Ala-165 ,Val-72 ,Leu-76 ,Leu-82 和 Ala-24 形 
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图 7  AsCYP6Z2 E F1 OUR RO TARRA 
Fig. 7 Molecular docking model of AsCYP6Z2 protein and deltamethrin 














A; 省 氰 菊 酯 对 接 至 AsCYP6Z2 的 结合 口袋 Deltamethrin docking to AsCYP6Z2 binding pocket; B; 15$ Ag HE MT HE AsCYP6Z2 的 结合 位 点 


Deltamethrin docking to the binding site of AsCYP6Z2. 


AES AE MKEHA 928 CE 7: B)。 根 据 对 接 
结果 推测 ,省 氰 菊 酯 与 AsCYP6Z2. deii ZK TE HERI 
键 等 的 相互 作用 下 可 能 形成 稳定 复合 物 。 











3 讨论 


有 研究 报道 表明 ,转录 水 平 的 上 调 表 达 可 能 是 
细胞 色素 P450 酶 系 活 性 增强 的 重要 因素 之 一 (Liu 
and Scott, 1998; Li et al.，2006) 。 例 如 ,在 家 晶 
Musca domestica 的 抗 性 品系 中 , CYP6DI , CYP6A24 
和 CYP6D3v2 基因 存在 过 量 表 达 现 象 , 家 蝇 拟 除 虫 
菊 酯 的 抗 性 可 能 与 上 述 P450 基因 的 过 表达 有 关 
(Kamiya et al.，2001)。 在 冈比亚 按 蚊 Anopheles 
gambiae 中 ,CYP6M2 和 CYP6P3 能 够 代谢 毛 菏 酯 和 
iR ECAS Wa. 并 且 在 野外 抗 性 种 群 中 上 调 表 达 
(Djouaka et al., 2008); CYP6P9, CYP6P4, 
CYP6Z1, CYP6Z3 和 CYP6M7 被 报道 在 催 命 按 蚊 
Anopheles funestus rp-5j HIER ch 38 We b m f) pcs 
切 相 关 ( David et al., 2013; Riveron et al., 2013) 。 
在 四 EK FE BL Anopheles gambiae 与 阿拉 伯 按 蚊 
Anopheles arabiensis '} , CYP6Z1 , CYP6Z2 和 CYP6M2 
等 显著 上 调 表达 后 ,可 能 增强 上 述 基因 编码 产物 在 
氧 菊 酯 代谢 过 程 中 的 作用 (Chiu et al., 2011; 
Munhenga and Koekemoer，2011 ) 。 研 究 表 明 , 上 调 




















持 溴 氰 菊 酯 抗 性 的 因素 之 一 。 在 昆虫 中 ,中 肠 、 脂 肪 
体 和 马 氏 管 等 器 官 中 PASO 的 活性 通常 较 高 ,并 且 被 
认为 是 主要 的 解毒 代谢 器 官 ( Brun et al., 1996) 。 
飞 蝗 细胞 色素 P450 基因 LmCYP6FD3 在 马 氏 管 . 中 
肠 中 高 表达 ,显示 出 该 基因 在 外 源 物质 解毒 过 程 中 
发 挥 重 要 作用 (朱文 雅 等 , 2017), AsCYP6Z2 基因 
在 腹部 的 表达 量 明 显 高 于 在 其 他 部 位 ,而 腹部 是 重 
要 的 代谢 组 织 如 中 肠 、 马 氏 管 所 在 的 场所 。 因 此 ,上 腹 
部 可 能 是 AsCYP62Z22 和 蛋白 行使 生物 学 功能 的 主要 部 
位 。 在 后 续 的 研究 中 ,在 全 面 调查 4sCYP622 基因 全 
发 育 和 全 组 织 表 达 模 式 的 基础 上 ,将 研究 该 基因 在 
不 同 品系 与 不 同 组 织 间 表 达 调 控 差 异 的 分 子 基础 。 
已 有 大 量 证 据 表明 ,多 种 昆虫 中 的 PASO 基因 家 
族 成 员 在 杀 虫 剂 抗 性 方面 有 重要 功能 。 例 如 ,沉默 
INIR CYP321E1 基因 后 ,幼虫 对 毛虫 酰胺 杀 虫 剂 
的 抵抗 能 力 明 显 减 弱 , 而 引起 其 死亡 率 明 显 增 加 
(Hu et al., 2014); 沉默 抗 性 品系 小 菜 蛾 P. 
xylostella 幼虫 体内 过 量 表达 的 CYP6BGI 基因 后 , 导 
致 幼虫 对 末 氧 菊 酯 杀 虫 剂 的 抗 性 显著 降低 (Bautista 
et al., 2008); X {a JÆ We Culex pipiens pallens 
CYP6AA9 基因 随 着 涡 握 菊 酯 抗 性 水 平 的 提高 ,其 表 
达 水 平 也 不 断 提 高 ,利用 RNAi 技术 沉默 抗 性 品系 
(Lab-DR2) CYP6449 基因 ,导致 淡色 库 蚊 的 死亡 率 
显著 增加 (Lv et al., 2016)。 本 研究 中 ,AsCYP622 






















































































基因 中 的 CYP6, CYP9 和 CYP4 亚 家 族 成 员 , 与 蚊 
虫 对 杀 虫 剂 的 抗 性 有 关 , 其 中 CYP6 家 族 被 认为 与 
抗 药性 关系 最 为 密切 的 家 族 (Feyereisen et al., 2006; 
Yan et al., 2016) , AsCYP6Z2 基因 属于 CYP6 家 族 ， 
其 表达 量 在 抗 性 品系 中 明显 上 调 。 我 们 推测 ， 
AsCYP6Z2 基因 的 上 调 表达 可 能 是 YN-LR 品系 中 维 























基因 被 沉默 后 ,蚊虫 对 省 氰 允 酯 的 敏感 度 显著 增加 ， 
死亡 率 明 显 升 高 ,这 初步 证 实 了 AsCYP6Z2 基因 在 
省 氟 菊 酯 抗 性 表 型 维持 中 的 功能 。 这 也 为 今后 建立 
该 基因 的 突变 敲 除 系 ,并 更 全 面 系 统 评估 其 功能 
型 提供 了 参考 。 

现 有 的 研究 发 现 , 浊 氰 菊 酯 可 被 细胞 色素 P450 


















































PSG: 细胞 色素 P450 基因 AsCYP6Z2 FE PAE HEIST NUS MEDE EET TP ITE HI 971 

















羟基 化 。 例 如 ,在 油菜 花 露 尾 甲 Meligethes aeneus 
中 ,CYP6BQ23 在 抗 拟 除 虫 葡 酯 类 杀 虫 剂 的 幼虫 和 
成 虫 中 过 量 表 达 , 且 重 组 表达 的 CYP6BQ23 表现 出 
xp TR al AS Wa B9 X5 BE (5 HE To 18 TE (Zimmer et al., 
2014) 。 在 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti 中 ,重组 表达 的 
CYP6Z8 能 够 代谢 拟 除 虫 菊 酯 ,产生 3- 茶 氧 基 茶 甲 
醇和 3 -AR 4a ZEAE FA WPS ( Chandor-Proust et al., 2013) 。 
在 我 们 的 研究 中 , 分 子 对 接 预 测 结果 暗示 
AsCYP6Z2 与 溴 氟 菊 酯 间 可 能 存在 互 作 , 推 测 其 可 
能 参与 催化 溴 氟 菊 酯 代谢 。 在 此 基础 上 ,今后 将 会 
探究 AsCYP6Z2 的 酶 学 性 质 与 杀 虫 剂 代谢 机 理 。 
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